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ENZYME ET MICROORGANISME DEGRADANT 
LE RHAMNOGALACTURONANE 



de cette enzyme 

La prfcente invention a pour objet une enzyme degradant le 
rhamnogalacturonane II (RG-II) et ses derives, ainsi que son procede d'obtent.on. 
Elle a en outre pour objet un procede d'obtention du RG-II. 
Elle est egalement relative a I'utilisationde cette enzyme. 
Le rhamnogalacturonane II est un constant universel et tres complexe de 5 la 
s parol cellulaire des p.antes (O'Neill et al., Methods in Plant Biochemist* 990 
2:415-439). II apparent aux polysaccharides pectiques et est present essentiellement 
au niveau de la lamelle moyenne et de la paroi primaire. 

Sa structure est extremement complexe (figure 1) pu.squ'.l est compost de 12 
monosaccharides different* pour un degre de polymerisation (dp) vo,s,n de 30G*« 
» comolexite est renforcee par la presence de sucres rares dans sa composition qui 
20 SSTdeTai- ou 3^™*^ du KDO ou acide 2- 

ceto-3.deoxy-D-manno-oau»osonlque; du DHA ou adde 3-d*oxy-D-lyxo^ 
heptulosarique, du 2-O-methyl-fucose, du 2-0 methyl-xylose et enfin de I ac.de 
acetique ou 3-C-carboxy-5-deoxy-L-xylose. Ce dernier monosaccharide consmue un 
* marqueur spedfique du RG-II. Des monosaccharides plus habituels dans les 
Saccharides parietaux, «e rhamnose, le fucose, I'arabinose, ie galactose et les ac.de 
galacturonique et glucuronique, sont egalement presents dans la composmon du RG-II 
mais le plus souvent avec des anomeries et des types de liaisons multiples et part.cul.ers 
qui renforcent la specificlte et la complexite de la structure de la molecule. 

L'organisation ultrastructurale du RG-II (figure 1) vient encore augmenter cette 
comWuvanesaraiah et a.., Carbohydr. Res. (1991) 218:21 1-222). Une c^n 
homologue et composee de 7 a 14 residus d'acide galacturomque U&en a-(1->4) 
po*een des positions non encore determines, 4 branches differentes: deux 
^saccharides et deux chaTnes plus complexes octa- ou nonasaccharides. Des vanab.l.tes 
„ Z^Tl obsess pour la lonrueur de .a chalne homoga.acturonique et pour 
" I'extremite de la tranche B et semblent dues aux activites enzymatiques m.ses,n oeuvre 
pour son obtentlon. D'autre part, la presence de substituants non encore .denies a ete 
detectee sur le residu A5. En outre, la molecule de RG-II contient de 2 a 3 
groupements methyle qui esterifient les groupements carboxyliques des ac.des 



FEUILLE DE REMPLACEMEM (REGIE 26) 



PCT/FR96/00758 

WO 96/37604 2 

« *» — — - — -* » * **■ * 3 <adde ^ tt 

cerulns sutomuants n'a pas encore M Idwhte. mais 

mime, son r6le dans la parol aes vegcw Mnrhem Soc Transactions 

pre** , travers tout ,e regne tftfrt « 

(1994) 22:374-378), t» •**^^ST5S.??- "O" 

M angiospemes, des moiraratyledones aux orcow»o™ v. 

structure est 

Exp. Botany (1994) 45:287 293). «pn fonda mental dans la 

V ^T Rr .I est libere a partlr des parois cellulaires sous Taction d'enzymes a activite 

riches en aaMtes dlverses. Les seules de^iUttons otea M « c^ 
" . danlTes'prepaJons endues; « ce * exp^e ,» 
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dome la variability observee entre le$ differentes preparations de RG-II rapportees selon 

leSa To« du pressure ou du broyage des fruits et des. legumes, des activites 
pectolytiques sent liberees qui assurer* la degradation des chatnes homoplactumn.ques 
p^ines natives . Ces activltes sent renforcees par Taddtoon d'enzymes 
pecto^tiques commercial et par la flore de fermentation dans le cas des vms et de 
oroduits fermentes. Le RG-II est libere sous forme Intacte et en quanfte souvent 
Tpo"s .es ius et nectars de ft** de legumes et derives, en parucu.ler dans les 

B Vi0S * Dans les vins, le RG-II represente I'un des polysaccharides majeurs (Doco et 
Brillouet Carbohydr. Res. (1993) 243:333-343), sa concentration pouvant attemdre 
00 mg^l partcipe a de nombreux phenomenes indesirab.es, tels que le co matage 
es membr es de filtration (Bel.evi.le et a.., Enol. Vide Sc..(1991) 46:100-107), a 
option de complexes instables avec d'autres macromolecu.es colo.da.es et 
s ZZ» de phenomenes de precipitation. Son elimination passe obllgatolrement par 
I'utilisationd'eniymesspecifiquesdesa degradation. 

Plusieurs methodes d'obtention du RG-II a part.r de v.n ont ete decmes a ce 

i0Ur: - par hydrolyse enzymatique a I'aide d'endopolygalacturonases fongiques , de 
20 parois cel.u.aires isolees a partir de cultures de cellules vegetales en suspense (Darvill et 
al. PlantPhysiol. (1978) 62:418-422), |e 
- a partir d'une preparation enzymatique commercial d Aspergillus nlger, le 
pectino. AC (Stevenson et a.., Cartohydr. Re,(1988) 179:269-288); le RG-.I y est 
prLnt a faible concentration et sa purification impiique de nombreuses etapes 
25 domination des proteines et de la matiere colorante, 

. a partir du vin (Doco et Brillouet, Carbohydr. Res. (1993) 243:333-343), la 
purification decrite a mis en oeuvre 4 etapes successes de chromatography d exc.us,on 

st6riaue et exchange d'ions. 

On notera que le rhamnogalacturonane I ou RG-I, bien qu'ayant un nom tr 
30 proche est un constituant des parois cellulaires vegetales totalement d,fferent du RG-H 
tant au point de vue statural ( sa structure est basee sur une alternance de rhamnose 

Plaauronique) que de sa degradation par I* 
rhamnogalacturonase (Scho.s et a.., Carbohydr. Re, 0990) 206: 1(*11S> £ 
protopectinase (Sakamoto et Sakai, Carbohydr. Res. (1994) 259:77-91) ont de,a ete 

" d6Cr,t 1; ressort de .'analyse ci-dessus de I'etat de la technique que .'homme du metier 
ne connaissait aucune enzyme ou preparation enzymatique presentant une act.v,te 
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satisfaisante de degradation du RG-II. Pourtant la presence de ce P^ha^ une 
source de phenomenes indesirables tels que le colmatage des membranes de filtration, la 
formation de complexes instab.es avec d'autres macromqlecules collo.dales et 
induction de phenomenes de precipitation. 
5 Du fait de ('importance des activites economiques m.ses en cause, .1 etait 

n^cessaire de trouver une solution a ce probleme. 

Le demandeur a montre qui etait possib.e d'isoler les actios enzymatiques 
responsab.es de .a degradation du RG-H et de ses derives 1 partir 

I. a d'autre part mis au point un nouveau precede dobtention du RG-II 
,o permettant de I'obtenir en grandes quantites a partir de diverse* sources 

La presente invention a pour objet une enzyme caracterisee en ce qu'elle degrade 

16 ^'potMa prTsfnle invention, on entend par RG-II, tout polysaccharide comprenant 
la structure Indiquee a la figure 1, qu'il soit sous forme de monomere ou de dimere et 
15 ouT macule resultant de sa degradation partielle et comportant au molns un 
^ de chaTne A, B, C ou D caracteristique tant du point de vue compost que 

dC M S Dans n cI qui suit toute mention relative au RG-I. est susceptible de s'apnliquer a 

tout d£riv6 de cette molecule. 

20 Une telle enzyme presente avantageusement une activite de type «***^ 

Une telle enzyme peut en particulier presenter une active endo-li-L- 
rhamnopyranosyl-d^'i-D-apiofuranosyl hydrolase et/ou ; ndo -™ 
d-^-L-rhamnopyranosyl hydrolase. Ces activites peuvent fitre Identifies par leur 
capadte a liberer la chatne A, telle qu'elle apparait sur la figure 1 . 

25 Une telle enzyme peut etre produite par un microorganisme en particular par un 

rharrmienon du genre Peniciffium. 

Tteis microorganismes prfcentant une active de degradation du RG-II et de 
ses derives, constituent un autre obiet de la presente invention. .Is P^ent etre en 
pallieries souches de Penicillin suivantes deposees le 19 Ma 1995 auprfc de la 
30 Collection National de Cuitures des Microorganismes de 

- souche de Penicillium simpllcissimum deposee aupres de la CNCM sous le n I 

1577 ( 'slucne de Penicillium tUue deposee aupres de la CNCM sous le n'l-1578 

« (LaV2 Ces deux souches de champignons presentent un aspect caracteristique de 
" champignons filamenteux cloisonnes avec formation rapide (des le 6eme jour de 
culture) de spores couleur bleu-vert. 
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P dttee est un champignon peu courant, toujours isole a partir de sols foyers 
et qui est connu pour sa capacite a degrader i'amidon et les po^accharides pea,ques 
Cette espece a ete decrite dans • Compendium of Soil Fungi, H.K. Domsch, W. Gams 
et T H Anderson (1 980) Academic Press, London, page 560. 

P %,IcLu m est plus commun et frequemment iso.e a partir de vegetaux en 
decompose Cette espece a ete decrite dans ■ »»» «^ ^* 597- 
Domsch, W. Gams et T.H. Anderson (1980) Academic Press, London, pages 597- 

cog 1 ' 

' u prtsente invention est aussi relative i des preparations enrymatioues nontenant 
une eniyme degradant le RG-II et ses derives Kile que decrite d-dessus. 

Tsl, d. relies enzymes peuvent etre mises sous la forme de prtparadon, 
contenantd'autres enzymes presentant d'autres activites. 

..•enrichissement de telles prepays avec des £ 
degradation du RC-II otfre un potendel entlerement nouveau pour toutes les 
£££ n»uerant ,a degradation part* ou totale des par* «Uu.a,res e, des 

P °^t" — , „ degraded specie du RG,1 et de ses derives 
peuvenUtre u*ses Sour la degradation ou !a station du RG-II ou de ses denves, 
et en partlculler dans les applications sulvames: 

elimination du RG-II des |us de fruits, de legumes et de leurs denves afln 
d'ameJla fmrabllite, d. fadllter la pmducdon de »s et de bases aronwes 
coTentrees. de favoriser ,es pMnomenes de clarification e, d'assurer une bonne stab,l,.e 
dK produl^ ^ ^ ^ a ul<ra . fflint|on uU , |sto ^ „ 

clarification des lus de fmits, de legumes et de leurs derives, 

itentlon de prtparadons de type macen.se, c'est-a-dlre permenam I 
dissociation des dssus cellulate des vegetaux leunes avec une degradation minimale des 
.^Tp***. (Paction de nectars de fruits, de purees, de gelees et de 

rnncentres de fruits et de legumes), 
, oL«on de preparations de types liquefiantes, c'est-a-dire devant assurer 

' rhydroiy. Ute des polysaccharides des parois ceiiulaires de de 

Jet de bases aromatiques de fonts, de legumes et de boissons femien ees, de b fere) 

production de pectines et d'altments pour anlmaux a parar de res.dus de 

vegetaux (pulpes de betterave, residus solides apres pressurage des fru.ts ), 
, production de cellulose a partir de vegetaux; I'hydrolyse enzymauque des autres 

' constituents polysaccharidiques permet en effet d'ameliorer .es rendements de 

production (Industrie textile, production de papier). 
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L es prtparattons enzymadoues commerces permettant la delation to pan* 

cellulatedTplantes . «M "'avoir «"■ «- ««" * d **'» *" 

« « lux d«„u selon ,e type d'uullsadon "cherche. ■«•» ~ 

delegation du RG-II et ayant des modes d'actkm precis et Wen ttnM va dam 
t seTdTe meilleure exploit des potentiels technologies des eraymes 

'""^le enwms e. preparations enzymadques selon imvendon decntes d-dessus 
P euven^eT~,,el.« obtenues par uu procUe comprenant ,es etapes 

T*. en culture des microorganismes Pifcentant une actlvite de digradatlon du 
RG.,1, ou de ses dertves, dans un milieu de culture adapte a I. producdon de ces 

CTnmeS .' recuperadon de .'enzyme ou d. la prtparadon enzymatlque dans le surnageant 
de culture ou dans le surnageant du proyat des microorganisms. 

Preferendellementuntelprocedecomprendles etapes surantes: 

Jse culture de microorganlsmes prtsentan, une acdvite de degradadon du 
RG-II dans un milieu de culture adapt* a ces microorganismes et contenant du RG-II, 

- reoperation des microorganismes, 

- brovage des microorganismes, 

.Elimination du materiel insoluble, en particulier par filtrauon ou par 
centrifueation des microorganismes broy6s, et 

r^uperatfen du surnageant contenant les enzymes ou la preparation 

^Tjlnzymes peuvent auss. etre dlrectemem obtenues a pardr du surnageant de 
culture ansToyage des microorganismes, ouand les condldons le permettent en 
2«" ™dlns ou les souches de telle nunlere ,ue les enzymes sent „berees 

^Cgeusement, ce precede est m. en oeu^ , *- — * 

du „ u TZ m* * ieursynthese, oupar toute autre technic » la pon* 
t du JL. en Pardculier par synthise I pardr d'acides amines .so.es, apres 

, de ses meJbote ou derives , partir d'un extralt d'oiigine v*g«a.e caractense en ce 
flu'il comprend une tope de chromatographic dudlt extrait. 
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II w de sol que ee procede conceme I'obtemlon de RG-II mais aussi des produits 
de delation de cette molecule qui pourraient se former lor, de la mlse en oeuvre de 
ce procede, appeles metabolites, alnsi due de tous derives du RG-II. 

*u MX invention, on entend pa, .extra* ^ <«**V"« 
, preparation untenant notamment des polysaccharides d'orWne vegetale so ubfces . Les 
ZZZSL Peuven. y avoir subi une tape de concentrate, soi. par MM* 

Ce procede peut etre constltue d'au molns une etape de chrc^atographie 
,. d'echan« d'anions a pH fakement acide ou name, preferentlellement supeneur S 4. 

0,1 QE a'procide peut aussi fcr, consume d'au moms une .tape de chroma^gQPhie 
d-adsoSon u RC-I. sur un support retenant ,e RG-II. Une telle 
u d'aSL peu, etre effectue, sur un charbon act!., « une cotonne de resme 
oolystyrene-divinylteiueneou sur tout autre support adapte. 

^n peut all alouter, avant etfou apres I'eape de MM" 
de separate des polysaccharides, solt par precipitation fracoonnee, sort pa 
— t so. o^atographie d-exdus.cn stertque. « oeu« 

» la precipitation ftactionnee, on utilise avantaueusement de i'ethanol ou du mtthanpL 
Lr la mlse en oeuvre de la chromatographie d'exclusion St. que on uullse 
avantageusemem une colonne de « sephacryl . ou tout autre support adapte 

TZente Invention est en outre relative I des preparadons suscepubles d'etre 

J5 ^^T^Z*™ -tenant maiodtalremen, (c'est^e au 

—d^ :~::ra d ;";rn,n, „ *». « 

nlus de 95% de dimfcres de RG-II. ,.. nf 
Apris chaque chromatognphte, on determine, Brace a leurs composmons, 
queues is comiennent du RG-,.: Une telle operate est a ,a portee de I'homme 



30 

du metier 



35 



to precedes permettent d'obteulr alsement des preparations en quami.es 
imposes We I'ordre du kilogramme) de marnnogalacturonane II parur de «. 
Su^dWne venule, I .'exception de ceux issus des grammes, «is que des , us de 
"to des Smes « leurs derives, en pardculler le vln eventuellemen. concent l« 
Us « lefmouts de ralsln, « « i I'echelle de la dizaine de grammes. Le RG- 1 est 
Xn<~ obtenu I partir des parois primaires des plantes mals II peut auss, etre 
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bole a partir de tout produit derive de plantes impliquant une solubillsation des parois 
soit au cours de precedes de transformation tradltlonnels (pressure, fermentat.on...) 
solt par traitement a I'aide d'enzymes de liquefaction. 

Un autre objet de la presente invention est un procede de cnblage de 
microorganismes, en particulier de champignons, pour leur capacity a degrader le RG-II, 
caracterise en ce que les microorganismes sont mis en croissance dans un m.i.eu adapte 

et cont ^ dU au ^^ latlve . un milieu de cultur e pour ces microorganismes caracterise 

en cequ'il contientdu RG-II. 

Les precedes ob)ets de la presente invention, en particular les precedes de 
preparation et d'isolement des enzymes selon la presente invention, ainsi que le procede 
de preparation de RG-II peuvent etre mis en oeuvre par Phomme du metier a la seule 
I Jure de la presente description et de ses connalssances generates. Neanmo.ns .1 
pourra se referer au manuel suivant : Methods in Microbiology, volumes 1 a 6, J.R. 
Morris et D W. Ribbons (1 969-1 972), Academic Press, London, New York. 

U presente invention est ...ustree sans pour autant Itre limltee par les exemples 

'"TeTfigures auxquelles font reference la presente description et ses exemples sont 

les suivantes. H .. 
La figure 1 represente de maniere schematlque la structure du 

rhamnogalacturonane II, comprenant ses quatre chaTnes laterales A a D Jur - am 
figure, R1 represente un hydrogene ou un a -L-rhamnopyranose et R' et R3 
representent un hydrogene ou un autre substituant. 

La figure 2 illustre la repartition de RG-II dans le regne vegetal; 
La figure 3 illustre le fractionnement des polysaccharides, sucres addes et sucres 
neutres, d'un vin sur une colonne de DEAE (Macroprep). 

Les figures 4A et 4B sont des profils en chromatographle d'exdusion stenque a 
haute performance de deux fractions de RG-II isolees a partir d'un vin rouge; 

La figure 5 montre un profil en chromatographle d'exdusion stenque haute 
, performance sur colonne de Superdex-75 HR de deux fractions de RG-I. purifi^ 
partir de concentre de vin: a: fraction III, dimere de RG-II (masse molecula, e d 9500 
Da, elution a 18.5 min); b: fraction II, monomere de RG-II (masse molecula.re de 
4750 Da, elution a 20,5 min); 

La figure 6 est un schema de purification du RG-II a I'echelle pllote; 
5 La figure 7 est une comparaison des profils, determines en CES-HP sur colonne 

de Superdex-75 HR, des polysaccharides totaux d'un vin rouge (a) avec ta i fraction non 
retenue sur resine Rellte® DIAION® (b) et retenue puis eluee a I'ethanol 20 h (c); 
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degradation; ^ ce ||ulaire soluble de la 

U figure 1 1 6 umps (a: RC.I na«, t>: 72h; 

1 578), suMe par chromatographic CK-HP, a omens. 

c: 1 20 h; d: 240h; «264h; f: 336h; g:384h). n 

20 rfafeae d-1 578). Les de d6grada tion: 

La figure ia d pdmplcissimum (1-1577). Les 

^^^Z^ « -* « au " ap * s 72 

25 heures, 1 20 heures et 1 48 heures polysaccharides, determines en 

La figure 16 est une compares . , ^ ^J^*^ en presence de 
CES-HP, d'un vin rouge (speare a) et apres 48 heures 

Textrait eniymatique de IPV1 (spectre b). polysaccharides d'un 

La fi?jre 1 7 est une Nc*~ U.tra 

so vin rouge ( speare a), et apres 48 he w ^ ^ |pv| (speare c) . 

35 b) de Textrait eniymatique de la souche IPV1 . 
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Les figures 19A et 19B illustrent la degradation de tissus de betterave (figure 
19A) par un extrait enzymatique de la souche IPV1, par comparison au temoin (figure 

19B) ' Les figures 19C, 20A et 20C represented respecUvement les degradations par 
, des extraits enzymatiques de ia souche IPV1 de tissus de ™«»%*« de 
pomme de terre par comparison aux temoins respects mm 9D 20B et 200)^ 
FXEMPLE 1- Mi BiHf-ATION RHAMNOGAI ACTURONANE II PAR 

gg^b^^ FT CHROMATOGRAPHIC! 

TAMt cArc MOI FC1ILAIRE, A PARTI R DE VIN. 
10 1 Le RG-II est present sous forme non degradee notamment dans les Jus de fruits, 
de legumes et leurs derives, en particulier fermentes. Le RG-.I peut etre punfie a 
fomogeneite a Partir de tous produits derives des plantes, en realisant ies etapes de 

PUri To D rrn S des macromoiecu.es en une etape soit par precipitation a I'ethano. 
15 80%, soit par ultrafiltration. 

2 Chromatographic preparative d'echange d'amons a pH aade. 
3. Chromatographie de tamisage molecuiaire (cette demiere tape. qu. perme 
d'arriver a un taux de purete eleve peut etre negligee si un taux de purete de 80 ^ de 
la preparation en RG-II est recherche). 
, n i- Frnrr tni nn Hp vin et obtentio n des colloldes: 

Le vin utilise a ete obtenu a partir de Carignan noir recolte a matunte en 
Septembre 1991 au Domaine Experimental de Pech-Rouge/Narbonne. 600 litres ont 
^concentres sur membrane deration Carbo Sep M5 (Tech Sep, France aun 
seull de coupure de 10.000. Les colioides totaux du vin concentre (volume final 25L) 
25 ^^cW* Par addition de 4 volumes d'ethano. addlfie * 60mM HQ, «aves 
suaesslvement a i'ethanol SO et 90%, repris dans I'eau et dialyses conixe un tampon 
citrate de sodium 40mM a pH 4,6. Le poids sec des colioides totaux (determ.ne apres 
dessalage et lyophilisation d'une fraction aliquote) representait 296 g so.t 0,5 g envron 



par litre de vin 



30 



c UC will- 

7 Chromatogra phy ri'echanee d'anions; 

La solution de colioides a pH 4,6 a ete fractionnee par chromatographie 
d'echange d'anions par 10 passages successifs sur une colonne de (5 x SO cm) de 
DEAE-Macroprep (BioRad, USA) equilibree a 20,5 ml/min dans un tampon ctrate de 
sodium 40 mM a pH 4,6. Les polysaccharides neutres ou faiblement charges ont ete 
€ >ues dans le tampon d'injection (fraction I). Les fractions contenantle RG-II ont et 
el ees d'abord par passage de la concentration en tampon citrate a SO mM (fraction .1) 
puis ar addition de 50 (fraction III) et 1 50 mM (fraction IV) de NaC! au tampon 
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n 



10 



15 



20 



25 



^ RG-II . present a- I* fracfcn, . ««. « ^ * 

r ^ -r::: =sr : -J » — 

avantlyophilisation. pr esentaient un profit parfattement 

Les deux echantilions de haute performance {C ES-HP, 

homogene en chromatography d exclus on sttwq ^ 

0f i M a 1 ml/mln, d f"'° n de rech antiUon de vin. Le taux de 

respectivement 4,4 et 4 6 % des c ^^ es ^ a 5Q mg/1 ^ faut y 
RG-U total de I'echantillon de vln ^ tsup 
ajouter le RG-II contenu dans la ftaoon IV q un 

,a composWon 

de .'analyse deleur compos,^ DEAE . MacroP re P ont ete analysees sur 

'I 5 r° r L 75HR 1 ^ 30 cm exclusion a 14 min), un support de tamlsage 
colonne de Superdex-75 HR (1*3 o n majoritairement 

moleculaire. Cette an* gu* 5 ) « £ ^ ^ Da) ^ que 

^ « * « «- 1 t8;5 min ' poids 

moleculaire 9500 Da) ^ par , a suhe ^ le travail 
cypMPLE 2: Q htpntlon de Pr.1l par cnromatug a 

de 300 hi de * rouse ("elan* * P- evaporator, » U s 

LB «. ob^ue, par <~ " "^Sna. «mt •** apris 
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sissssii'ss." rail ;= 

de vinasses utilisee comme source de RG-II. 

5 SHodex Cex^ . °u sur <*» Superdex-HR * <« d*t 0,6 
■MM «*•• » » * dfteal<>n rt,ract0,,,St,1,Ue - 

une forte a»M ««P*» * — ~-| 

Le charoon acui pu»e , k „u nn , rt if a ete retenu pour sa capaclte a 

sparer le RG-II d« d « ^ ^ „ RG .„ « ^ J 

»SSL 0 dlluee » On, Ui en,e a M mis en «« awe 

js Un litre ae soiunnn u minutes RuISj |a 

degre de purete voisin de 50% pour le RG-II. 

?00 erammes de charbon acw exiruuc . , 

24U h rf<ine Rellte® DIAION® SP4U est une rtslne synthetic non polaire 
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. seront done smarts en 2 fractions par chromatographic d'adsorptton sur resine Relite® 
DIAION® SP41 1 : une fraction non retenue renfermant le$ polysaccharides differents 
du RC-II et une fraction retenue contenant le RC-II. 
- Purification de RG-11 a I'echelle pilote 

5 Le schema de purification de RG-II a I'echelle pilote a partlr des vinasses est 

represent sur la figure 6. 250 litres de solution de vinasse diluee au cinquieme (2,5 
volumes de colonne) ont ete decolores rapidement sur charbon actif Norit® RO-08 
Supra puis passes sur une colonne de 90 litres de Relite® DIAION® SP41 1 a un debit 
de 40 l/h (temps de contact de 2 heures pour une adsorption du RG-II sur ce support 

io chromatographique).La colonne a ete lavee par 100 litres d'eau. La fraction non 
retenue est done constitute du volume de I'injection et du lavage. L'elution du RG-II a 
ete obtenue par passage de 100 litres d'ethanol a 20% suM d'un lavage de la colonne 

par 200 litres d'eau. 

Le RG-II ainsi obtenu (1 kg pour la preparation totale de vinasses) presente un 
is degre de purete voisin de 60% (tableau 2). Le RG-II a ete predpite par addition 
d'ethanol (concentration finale 40 % d'ethanol). Le predpite ainsi obtenu contient du 
RG-II a 90% de purete. 

FYFMPIE 3= OBTENTION DE RG-II. PAR CH R OMATOG RAP H I E 

D'ADSORPTION. A PARTIR DE VINS 
20 Du vin (vin rouge cepage Merlot 94, vin blanc Chardonnay 94) a ete 

desalcoolise et concentrt 2 fois par evaporation sous vide, sur evaporateur rotatif. 

Des fractions de 1 5 ml sont chargees sur 50 ml de Relite® DIAION® SP41 1 a 

25 ml/h. Puis, la colonne est lavee par 50 ml d'eau. Le RG-II est alors flue avec 50 ml 

d'ethanol 20% et la colonne est lavee par 100 ml d'eau. L'analyse CLHP (figure 7) 
25 montre que le RG-II est adsorbe quantitatlvement sur la resine puisqu'il est absent dans 

la fraction non retenue sur resine et qu'il est recupere quantitatlvement par elution avec 

I'ethanol 20%. Le degre de purete de la solution de RG-II est proche de 50% pour le 

vin rouge (Tableau 2) et de 35% pour le vin blanc. 

30 EXEMPLE 4: QBTENT1QN DE RG-II A PARTIR DE MOUT DE RAISIN. 

L'Amberlite® XAD 2 est une resine copolymere de polystyrene-divinyl benzene 
non polaire. 100 ml de moOt de raisin blanc obtenu par broyage de baies de cepage 
Grenache ont ete injectes sur une colonne de 100 ml de resine XAD2 equilibree dans 
I'eau. Le RG-II a ete elue par un volume de methanol 60% avec un degr6 de purete de 
35 40% environ. Les resultats de l'analyse de I'eluat figurent dans le tableau 2. 

EXEMPLE 5 - OBTENTION DE RG-II A PARTIR DE ] US DE FRUITS ET DE 
LEGUMES. 
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Des extralts solubles ont ete obtenus a partir de 0,6 kg de pommes, de tomates 
et de carottes pelees et coupees en des dans 200 ml d'adde ascorblque (concentration 
finale 3mM). Les jus de fruits et de legumes utilises ont ete obtenus par liquefaction 
^ Ze par actions combinees de preparations enxymatiques commercia.es 
iaS tes (Pectinex® Ultra SPL; Novo Ferment et Rapidase® Liq; Gist-Brocades) 
' pendant 24 eures a 45'C La reaction de liquefaction est stoppee par denaturation des 
en^rmes sous I'effet de la chaleur. Les resldus solides ont ete elimines par centrifugal 
et le sumageant a ete utilise comme source de RG-II. 

, ,JL„.n Hp RG-II de -» h, aores liquefaction enzyma .que. 

Les ius de fruits et legumes obtenus par liquefaction enzymatlque sont filtres sur 
fl ,tre papier avant d'etre passes sur une colonne (2,5 x 30 cm) equilibree en eau 
tenant 50 ml de Relite® DIAION® SP41 1 a 25 ml/h. La colonne est .avee par 50 
mlTeau avant elution du RG-I. par 50 ml Methanol 20% suM d'un lavage de .a 

5 COton T^ZZ 3 de RG-H ains, obtenues patent des degres de purete 

supeneurs a 80%). 

Les resultats de leur analyse figurent dans le tableau 2. 
nimi ^. rvm Af.F DE MICROO Pr.^Ml^ES PEG RAD ANT LE RG-ll SOUS 

FORME MONOMERIQUE . m 
M Le RG-II est un constituant universe! des parois cellula.res de plantes sa 

degradation dans la biosphere est assuree par les mlcroorganismes des ecosystemes 

naturels: sols, composts, bouesde stations d'epuration... rhamnlcmnm 
A partir d'echantillons naturels, ont ete isolees deux souches de champ.gnons 

appartenant a deux especes de Penicillium qui utilisent le RG-II comme seule source de 
25 carbone et d'energie. 

l- Milieu de culture : 

Le milieu de culture utilise pour le criblage de microorganismes ut.l.sant le RG- 
comme source de carbone et d^nergie a ete realise comme indique dans le tableau 3. 
30 s'agit d'un milieu de culture mineral auquel est ajoutee une solufon de RG-I 
monomerique a une concentration finale de 2 a 10 mg/ml. Les cultures contenant des 
ZpTgnons ont ete debases des bacteries contaminates par addit,on de tro,s 
antibiotlques dans le milieu: penicilline G, streptomyclne et tetracycline. 

Hp microorganism ^ ..tWtant le RG-II romme source de carbone 

35 fidSg^^ ^ ^ prt|ev6s ^ partif d . 6a)syst , mes natureIS var ies (sols 
agricoles ou forestiers, tourbes, composts, boues de stations d'epuration, Anns en 
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v . • «n miture a 25 et37°Csurle milieu de culture mineral ajuste 
.dicompo S ltlon..0etm.senculture a 25et J ^ ^ ^ 

organismes ont ete obseivees, le cub |eurj cu , tures 

nV.He, Cette procedure a - «*« "« * * U 3 W 

5 assurant leur croisance sur le mH.eu RQ lut s 4 haute p erforma nce 

rr,:; ssss ss* i - *— - 

prte TiT™^« «-* - - — du RC -" dsns * 

milieu- otait observSe en parallfele avec un 

« — . * « k - « - j - 

» product dW- * ****** R °''Ll^Mr 

culture liquide contenant 5 mg/ml de ku ii, 

pfartdfflne G, streptomydne DEGRADATION DU RG-H: 

M culture: o sfoftM* LaV2 (N* de dep6t CNCM 1-1 578) et P. slmplidsslnnim 



FEUILLE DE REPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 96/37604 



16 



PCT/FR96/00758 



10 



15 



content 2 5 mf/ml de RC-II monomertque. Apris 96 h de culture, 1 ml de milieu 
•~ c du mycelium en crotoance a M Prtleve. M stertleme* - 
0,2 2 Z puis add,.ionne de 2 mg/m, de RG-1. nadl. Le milieu contenant teenies 
de degradation « le RC-.I est mis a mcuber a 25'C et des fraaons d 25 M m 
levees aux temps 0,20 et 45 b et analysees en CES-HP. La comparison enue les 
££££ i RC-II aux differ temps ***** t* 

* * * G " dans 18 m " ,eu * *T 

douc ete recberchies daps le cytoplasme et le periplasme des champignons. 

^^SS^SL » UV2 e, P. ™ ont ete n*es en 

otJiK'C sur 4 ml de milieu covenant 6 mg/ml de RG-II monomenoue. Apres 
t K de L,u«, b mycelium a ete rtapere par avan, J» 

Mb. Jvern) a 4'C pendant 4 mln dans un tampon MES (adde morpholino-ethane- 
^LlwOH X 1 =.une a pH 6, addKionne de 1 m M de PMSF W meW 
£JL« « « "M de DTT (dirtWrthol). Le sutwant dlu,a,re , ete 
rfr im*r« Dar centrifugation a 1 0.000 g x 5 mm. 

M testt ar addldon de RC-II natlf a 2.5 mg/ml au sumagean, apres brew t 
« * et suivl par CES-HP de la degra ano. . *l «* 
Slides profits aux temps 24 et 48 h en comparalson avec le RC-II nam" (Ogures 8 
« XZZ un, forte degradation (50%) du RC-II des 24 b flul se poursu,t ,usoue 
48 h oour donner 40 % de molecule rfeiduelle. 

P « aetMtes enzymatidues assurant la degradation du RCI, son, done presents 
rans I'extralt cellulalre soluble et peuvent done toe obtenues apres broyage des 
H!ZL t deux soudhes de *mm i»lees son, done bien produces 

, " Les deux especes de PcnlcllliuFti Isolees et Identlflees produlsent des enzymes Qui 
degradent le RG-II dans le milieu de culture. Le mode d'acuon de ces enzymes a ete 
da« un premier temps en sulvant ,a degradation du polysacchan e dans le m I, u 
rjurs de I rolssance des champignons. Cette approche preset MM* 
ne Zettre de sulvre due la fraaion du RG-I. non asslmllee par le champignon, e 
^Ul de rendre compte des acdvttes mlses en oeuvre et de leur mode 
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, -„.. H->,lnu e d« d»md»lnn dn BC-II P»f Mcllllm 

*S de A W1 • « - - -» " — ' ' 

25 . C m ,0 „ de — » «7 * ^' — phTX « £ 

ete orelevees aux temps O, 96, 132, 168 et n. u pn 

^hSTTwr addition de 20„l de HCI 1 K Un nouveau prelevement a ete effectue 
UC h la extant fina.ement arretee apres 400 h d'incubation. Chaque 
i ll ^ lys. en CES-HP (fi^re 10) ce qui pen.* de sulvre la degradaaon 
o ' de .a enhance des champignon, Les differentes fractions prelevees ont ete 

dessaTs sur une colonne ( 1 x 50 cm) de Bio-Ce. P-6 equilibree dans un tampon 

^z:z^^L». « — — — * ,a fract,on 

de RG-II en cours de degradation a ete realisee. Cette analyse comprend: 

- La quantification du taux de degradation du RG-II. 

. La determination de la composition en oses neutres et en acides uiomqu s. 

- La determination des types de liaisons entre les residus constant la molecuie. 

- La determination de .a longueur de la chafne homo^lacturonique 
L'ensemble de ces analyses permet de donner Petat de la mol6cule de RG-II pour 

chaque prelevement et done de sulvre sa degradation au cours du temps. Ces resultats 
SentCpte du mode de degradation enzymatique de ia molecule au cours du 

temPS " 2 - ■i a ««Hnn rt'une cinetiq H^drion du RG-II par Penidllium dzleae 

P^e suivi de la degraS o^e-RG-.. par ^ 500 mg de 

preparation de RG-II monomerique ont ete prealablement «^ < * »VJ « C da " 
NaOH 50 mM) puis reduits (6 h a 4-C en presence de 2,5 g de NaBH4) afin de 
Zuer ~e reductrice de .a molecule. La souche de P. <** LaV2 a ete rn.se 
ZZL en Erienmeyer » 25'C sur 6 ml de ml.leu I 5 mg/m. de RG~H saponl^t 
«M..h D« fractions de 0,6 ml ont ete prelevees aux temps 0, 72, 120, 168, zw, 
M3?6 ?mI Cha ue prelevement a ete analyse en CES-HP (figure 1 1 ) afin de 
^eTdtgradltion au'eours de la croissance des champignc - — 
fractions prelevees ont ete dessalees sur une colonne ( 1 x 30 cm) d ^uperdex-75 HR 
eauilibree a 0 6 ml/min dans un tampon formiate d'ammonium 30 mM a pH 5,2 
' Pour cC temps d'incubation, une analyse structural compete de la fracuon 
de RG-II en cours de degradation a ete realisee. Cette analyse comprend: 
, - la auantlfication du taux de degradation du RG-II 

. , a determination de la composition en oses neutres et en acides uronlques sous 
forme de derives trimethylsilyles apres methanolyse. 
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- la determination des types de liaisons entre les residus constltuant la molecule 
par analyse de methylation incluant la reduction des addes uroniques au lithium 
trlethylborodeuteride (Pellerin etal. 1995 Carbohydr. Res. 277; 135-143). 

- la determination de la longueur de la chaine homo-galacturonique. 
L'ensemble de ces analyses permet de donner I'etat de la molecule de RG-II pour 

chaque prelevement et done de suivre sa degradation au cours du temps. Ces results 
rendent compte du mode de degradation enzymatique de la molecule au cours du 
temps. 

3 - htecanisme de la degradation du RG-II; 

[.'analyse de la composition (tableaux 4 et 5) et des types de liaison pour chaque 
residu present dans la molecule (tableaux 6 et 7) permet de suivre I'etat de la molecule 
residuelle du RG-II au cours du temps et fait ressortir que le RG-II est degrade" , pour les 
deux souches de Penidllium, par une serie d'enzymes qui agissent de maniere 

sequentielle: , 

a) La premiere fope de degradation consiste en la rupture des liaisons entre le 
rtsidu de B-L-rhamnose trisubstitue et les residus de a-L-fucose et de B-D-apiose ce qui 
conduit a la perte de la chaine A (figure 12) qui est assimilee par le champignon. Cette 
etape se produit au cours des premiers jours de culture, parallelement a un leger 
raccourdssement de la chaTne homo-galacturonique qui passe de 8-9 a 7 residus en 

20 moyenne et a la perte partielle des rtsldus terminaux d'arabinofuranose (B7 et D2) et 
de rhamnopyranose (C2). 

b) Lamination complete des residus A2 a A5 de la chaTne A portee par le 
residu de B-D-apiose semble lever la resistance de la molecule de RG-II aux 
degradations enzymatiques puisqu'une deuxieme phase de degradation est alors 

25 observed qui se caracterise par: 

- Un fort raccourdssement de la chaTne homo-galacturonique qui passe a une 

taille moyenne de 4 residus d'aclde galacturonlque, 
-la perte du residu A1 . 

- La chaTne B toujours liee a la chaTne homo-galacturonique par I'intermediaire du 
30 li-D-apiose, subit des modifications concemant son extremite terminale non rSductrice, 

a savoir la perte quantitative du residu d'arabinofuranose terminal et la perte des residus 
de a-L-rhamnose (residus B6 et B7). 

- Les residus de Kdo et de Dha semblent affectes partiellement par la degradation 

enzymatique. 

Toutes les degradations observees au cours de cette deuxieme phase peuvent etre 
obtenues a I'aide d'enzymes connues : B-D-apiosidase, B-L-arabinosidase, a-L- 
rhamnosidase, endo- ou exo-polygalacturonase. 
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La molecule rfciduelle a la fin de la croissance des champignons correspond 
quantkativement a la chaTne B (residus B. a Bs), aux residus de Kdo (CI) et de Dha 
(D1) portes par un oligosaccharide acide de degr* de polymerisation moyen de 4 et 
reor&ente 20 a 30 % de la molecule Initiate de RG-ll (figure 1 3). 
5 La premiere etape qui met en oeuvre deux activites enzymatiques de type endo- 

est done I'etape c!e qui permet la degradation de la molecule de RC-ll. La l.beration 
quantitative de la chalne A rend en effet la molecule sensible a 1'effet ™ 
modes d'action connus et qui sont frequemment rencontrees dans les preparations 

enzymatiques commerdales. 
,o La production d'enzymes a activite" de type endo-R-L-rhamnopyranosyl-(1->3 )- 

D-apiofuranosy. hydrolase (1) et «**«**^^ 
hydrolase (2) par P daleae LaV2 et P. simplicissimum IPV1 est done eiape 
dLrminante qui permet a ces champignons d'assurer leur croissance en utilisant le RC- 
ll Cest done ('utilisation de ces enzymes a activit* endo-IK-rhamnopyranosyl-(1->3 )• 

„ D-apiofuranosy. hydrolase ou endo-a-L-fccopyranos^^ 

hydrolase qui permet !a degradation enzymatique poussee du RC-ll. La speaficrt^ de 
itlvlte < > est forte puisque la chatne B n'est pas affectee par son actmte ydrolytique 
bien qu'elle soit reliee a la chatne homo-ga.acturonique par I'intermedia.re d une liaison 
rhamnosyl-apioside du meme type. Cette difference de comportement de I actuate (1) 

20 vis-a-vis des chatnes A et B peut s'expliquen ^ 

- Soit par la difference entre les substituants du rhamnose: une chame l.ee en C3 
dans le cas de B, une chatne liee en C4 et deux monosaccharides lies en C2 et C3 dans 

16 QS de sCit par une localisation differente de ces deux chatnes au sein de la molecule 

" ^ RG '"a presence dans une preparation enzymatique de I'une ou I'autre de ces deux 
activites permet la liberation de la chatne A du RC-ll et leve done le probleme de la 
non-degradabillte du RC-ll par les enzymes habituelles des preparations pectmolyaques. 
En effet, les autres enzymes permettant une degradation plus poussee du RC-ll 

30 interviennent apres le depart de la chaTne A sous Taction des enzymes prion Cette 
deuxieme etape de degradation fait intervenir des enzymes a activites: 

- (i-D-apiosidase 

- B-L-arabinosidase 

- a-L-rhamnosidase 

35 - endo-polygalacturonase 

• exo-polygalacturonase. 
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PXEMPLE 9: OBTENTIQN D'UNE PREPARATION DE RG-II DIMERIQUE ET 
DEGRADATION PAR Penicillum daleae . 

La souche de P. daleae a tok mise en culture sur milieu. contenant 5 mg/ml de 
preparation de RC-II obtenue par passage de concentres de vinasse sur rtsine Relite® 

s DIAION® (exemple 2). Cette preparation contient 60 % environ de RC-II qui se 
trouve sous forme dimerique ainsi que le montre I'analyse sur colonne de Superdex-75 
HR. Le sulvi par CLHP (figure 14) du milieu de culture de champignon montre une 
forte degradation du RG-II. Les contaminants de plus haut poids moieculaire 
(essentiellement des mannanes presents dans les concentres de vinasse) ne sont pas 

10 degrades. 

Les souches de Penicillium isol&s sur RG-II monomerique presentent done la 
capacite" a deader le RG-II sous forme de dimere. Les enzymes faisant I'objet de la 
pr&ente demande de brevet sont done actives sur les deux formes de la molecule. 
EXEMPLE 10 : OBTENTIQN D'UNE PREPARATION ENZ YMATIQUE 

15 PEG RAD ANT LE RG-II : 

Une preparation enzymatique contenant les activity de degradation du RG-II, en 
paiticulier les actives de type endo-IJ-L-rhamnopyranosyl-(1-> 3')-D-apiofuranosyl 
hydrolase ou endo-a-L-fucopyranosyl-(1->4)-L-rhamnopyranosyl hydrolase a ete 
obtenue a partir d'une culture de P. simplicissimum IPV1 realisee comme suit: 

20 1 20 ml de milieu de culture, contenant 6 mg/ml de RG-II purine ont ete repartis 

en 8 boftes de Petri. La souche P. simplicissimum IPV1 a ete mise en culture a 25°C 
pendant 6 jours. Le mycelium (1,2 g en poids frais) a ete alors recupere par 
centrifugation avant broyage comme decrit ct-dessus (exemple 3) dans le tampon 
MES/KOH 50 mM ajuste a pH 6, contenant 1 mM de PMSF et de DTT. L'extrait 

25 enzymatique total (6 ml) a ete finalement obtenu par centrifugation et utilise pour les 
exemples suivants. 

EXEMPLE 11 : DEGRADATION DU RG-II PURIFIE PAR L'EXTRAIT 
ENZYMATIQUE DE P. simplicissimum IPV1 : 

Le melange suivant a ete mis a incuber a 25°C en presence de 0,02 % de 

30 NaNj: 

- 500 p\ de tampon acetate de sodium 50 mM, pH 4,8; 

- 1 2,5 »\ d'une solution de RG-II purifie (tableau 1, fraction II) a 200 mg/ml, 

- 25 fj\ d'extrait enzymatique total de P. simplicissimum IPV1 obtenu selon 
I'exemple 5. 

35 Des preievements de 25 p\ ont ete realises aux temps O, 72, 120 et 148 h et 

analyses en CES-HP. La presence d'enzymes a activite de type endo-B-L- 
rhamnopyranosyl-(1->3')-D-apiofuranosyl hydrolase ou endo-a-L-fucopyranosyl- 
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(1->4)-L-rhamnopyranosyl hydrolase est confirmee par la degradation du RG-II (figure 
15) Le profit de degradation est d'allleurs comparable a celul obtenu en realisant un 
suivi dans le sumageant de culture de P. simplicissimum (figure 10). Des produits de 
degradation de la molecule de RG-II apparalssent dans la zone de fractlonnement de bas 

5 poids moleculaire (figure 15). 

EXEMPLE 12 : DEGRADATION PES POLYSACC HARIDES D'UN VIN PAR 
i 'FYTKAIT EMZYMAT1QUE DE P. simplicissimum IPV1: 

L'extrait enzymatique total contenant les enzymes de degradation du RG-II, en 
particulier les activites de type endo-B-L-rhamnopyranosyl-<1 -* 3')-D-aplofuranosyl 
,o hydrolase ou endo-a-L-fucopyranosyl-(1- 4)-L-rhamnopyranosyl hydrolase a ete teste 
pour sa capadte a degrader le RG-II present dans les vins. 

Les polysaccharides totaux d'un vin rouge (cepage Carignan nolr) ont ete 
obtenus par ultrafiltration du vin (2 ml) sur membrane Centrlcon 30 (Amicon, USA). 
Le retentat (100 iA ) a ete repris par 1,9 ml de tampon acetate 50 mM pH 4,8. Les 
is essais suivants ont ete mis a incuber a 25 8 C, en presence de 0,02 % de NaN 3 : 
a: 200 //I de retentat contenant les polysaccharides totaux du vin 
5^lde H2O 

20 u\ tampon MES de broyage 

b : 200 *il de retentat contenant les polysaccharides totaux du vin 

20 5 p\ de H2O 

20 p\ d'extrait enzymatique total de P. simplicissimum IPV1 obtenu selon 

I'exemple 9. 

c : 200 fj\ de retentat contenant les polysaccharides totaux du vin 
5 /j\ de Pectlnex® Ultra Sp-L (Novo Ferment, Suisse) 
25 20 fj\ tampon MES de broyage. 

d: 200 fj\ de retentat contenant les polysaccharides totaux du vin 
5 //I de Pectinex® Ultra Sp-L 

20 u\ d'extrait enzymatique total de P. simplicissimum IPV1 obtenu selon 
I'exemple 9. 

30 Apres 48 h, 25 u\ de chaque essai ont ete preleves et analyses en CES-HP. 

L'analyse des resultats (figures 1 6 et 1 7) fait ressortir : 

- La degradation du RG-II du vin (pic caracteristique elue a 18,2 mm) par 
l'extrait enzymatique de P. simplicissimum IPV1 (figure 16). 

- La degradation des autres polysaccharides du vin (mannoproteines, arabinanes 
v et arabinogalactanes) par la preparation enzymatique commerclale Pectinex® Ultra Sp-L, 

tandis que le pic caracteristique de RG-II reste intact (figure 1 7). 



FEUILLE DE REMPLACEMEMT (REGLE 26) 



96/37604 



22 



PCT/FR96/00758 



.L'effet compiementaire des deux preparations enzymatiques est confirm^ (figure 
1 7) par la degradation de I'ensemble des polysaccharides du vin dans I'essai c. 

L'extrait enzymatique total de P. simpliclssimum IPV1 covenant les enzymes de 
type endo-fi-L-rhamnopyranosyKW 3')-D-apiofuranosyl hydrolase ou endo-a-L- 
5 fucopyranosyl-O ->4)-L-rhamnopyranosyl hydrolase contient done bien des activity 
enzymatiques absentes d'une preparation enzymatique commerciale produite a partir 
# Aspergillus aculeatus et riche en activity cellulolytiques, hemicellulasiques et 
pectinolytiques, en particulier en activite rhamnogalacturonase (Schols et al., 1990, 

Carbohydr. Res, 206, 1 05-1 1 5). 

io L'addltion des enzymes conformes a la presente invention en association avec 

d'autres activites pectinolytiques conduit a une degradation plus poussee des 
polysaccharides d'un vin et permet done Amelioration de la flltraWIM et de la 
prevention de la formation des troubles collolfdaux et des precipes. 
evpmp^I^ DEGRADATION PES POLYSACCHA RIDES D'UN 1US DE POMME 

i 5 PAR L'EXTRAIT ENZYMATIQU E DE P. simpliclssimum IPV1 : 

Un jus de pomme a ete realise a partir de 1 kg de pommes (varied Starking): les 
pommes entleres ont ete hachees en lamelles de 1 cm d'epaisseur, addltionnees de 1 g 
d'adde ascorbique et de 500 »\ de preparation enzymatique Rapidase® Liq (Gist 
Brocades, France) et laisse* 2 h sous agitation a 50°C Les fruits ont M liquefies sous 

20 Paction de la preparation enzymatique commerciale, le jus etant alors obtenu par 
centrifugation. La preparation de Rapidase® Liq contient des niveaux Sieves d'activites 
de type pectinase (pectine, lyase, endo- et exo-polygalacturonase, 
rhamnogalacturonase,arabanase,...) hemicellulases ( galactanases, xylanases...) et 
ceilulases. 

25 1,5 ml de jus de pomme dair a ete ultrafiltre sur membrane Centricon 30 

(Amicon, USA). Le retentat (100 p\) a ete repris par 1,4 ml de tampon acetate 50 
mM pH 4,8 et les essais suivants ont ete mis a incuber a 25°C, en presence de 0,02% 
de NaN3: 

a: 200 //I de retentat contenant les polysaccharides totaux du jus de pomme 

so 50;/ldeH20 

b: 200 jul de retentat contenant les polysaccharides totaux du jus de pomme 
50 //I d'extrait enzymatique total de P. simplicissimum IPV1 . 
Apres 48 h, 25 p\ de chaque essai ont ete preieves et analyses en CES-HP. 
L'analyse des rtsultats (figure 18) fait ressortir l'effet compiementaire des 
« enzymes de degradation du RG-II puisque l'addltion de l'extrait enzymatique de P. 
simplicissimum IPV1 permet une degradation poussee de I'ensemble des polysaccharides 
residuels aprfcs traitement des pommes par la preparation Rapidase® liq. En particulier, 
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, • «„rtMctim« de RG-II (flufi 5 1 8,2 min) subit une forte degradation. De plus, la 

s des " r^u- — * * ,pvi dans ' K,ue ' ,k t f 

T. i ZZ,ov ra no»l-(1-»3')-D-apioft.rano S yl hydrolase ou endo-«-L- 
T i^TS^ Mroto ont M n*es en Mn consent 

absen«es d'une preparadon enzymadcue 

done hen des acovi.es ewrn , 

r^'LCl iE^SS-jU p****. , , conpds de 

jftwftftriwff IPV. a ete vedfiee sur les fruits et legumes smvams: 

- Betterave rouge 

- Carotte 

- Pomme de terre "Bintge" 

158 x 4 x 2 mm de chaque fruit ou iegume ont ete P-aces 
dans 2 m« de tampon achate 50 mM pH 4,8 et addWonnte 

- de 200 //I de tampon MES de broyage pour les temoins. 

- de MO * d'extrait enzymauque tota. de P. ******* ™ " our ,eS 
25 essais enzymatiques. 0,02 % de 

tztj^^t:^ » x -o seo . 

" ' - Un e(f« maceran. accompagne de I'apparfoon de cellules en suspension pour la 

«« — les 

we „ra«^,-^D.ap,o ( uran.s, hydr*ase ou ^ end. 
35 fucopyranos*-(1->4H- mamnopyranosyl hydrolase possede done un effet 
dissociation des tissus vegetaux. 
CONCLUSION: 
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Les activites enzymatlques de degradation du RG-II peuvent done etre utilisees 
seules ou en combinaison avec d'autres enzymes en phase liquide ou sur des supports 

soHdes et permettre: . 

- la degradation a un degre eleve, par exemple 70%, du RG-II dans les jus de 
fruits de legumes et de leurs derives, afin d'ameliorer la filtrablllte, de faclliter la 
preparation de jus concentres, de favoriser les phenomenes de clarification et d'assurer 
une bonne stabilite des produits finis. 

- le nettoyage des supports de micro- et ultra-filtration utilises pour la filtration 

de jus de fruits, de legumes et de leurs derives. 

Ces activites enzymatiques favorisent la degradation des parois cellulalres des 
plantes et sont done utilisables seules ou en combinaison avec d'autres enzymes dans 
toutes les applications necessitant la maceration, la liquefaction ou I'hydrolyse totale ou 
partielle de tissus vegetaux, en particulier: 

- dans les preparations de type macerase pour la production de nectars de fruits, 
de purees, de gelees et de concentres de fruits, de legumes et de leurs derives, y 
compris le vin; 

- dans les preparations liquefiantes pour la production de jus et de bases 
aromatiques de fruits, de legumes et de leurs derives, y compris le vin, la production de 
Were. 

- pour la production de pectines a partir de residus de vegetaux tels que pulpes 
de betterave, residus solides apres pressurage des fruits... 

- pour la production d'aliments pour animaux a partir de materiel vegetal. 

- pour la production de cellulose a partir de vegetaux pour I'industrie textile (en 
particulier a partir de coton), la production de papier. 

- pour la production a partir de residus de vegetaux, d'oligosaccharides a activite 
elicitrice de reactions de defense des plantes et pouvant etre utilisees comme produits 
phytosanitaires. 
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TABLEAU 1 
Com position de deux fraction * de RG-ll isolfees a 
partir du vin 



Fraction li 



Fraction HI 



Elat dc la molecule 
Protcines a 
Acidcs Uioniques a 
Sucrcs Meoires n 
Methanol a 
AcidcAcetfque a 

Rhamnosc D 
2-0-CH3-Fucose b 
Fucosc b 

2-0-Cll3-XylOSC t> 

Apiose l> 
Arabinose b 
Galactose 11 
Acide Aciriquc; b 
Acidcgalaeturoniquc 1 
. Acicte Glucuronique b 
Kdo b 
Una b 



monomfcrc 
0,6 
36,9 
27,3 

1.4 

1.6 



31,8 
6,3 
3,7 
4,8 
7,4 
25 

19,1 
1,2 

38,2 
3,3 
4,4 
2.6 



dim&ie 
0,6 
39 
24,y 
1.3 
1,8 

35,4 
6,5 
S.2 
4,8 
7,5 
23,7 
15,8 
2.2 
37,2 
3,4 
5 

2 5 



a % dc matiere sfeche 
b % molaire 
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TABLEAU 3 
Milieu de culture de champignons filamenteux: 



- Milieu mineral: 




NH4NO3 


2 g/l 


K2HPO4 


1 g/l 


MgSO 4 ,7H 2 0 


0,5 g/l 


KCI 


0,5 g/l 


Sulfate de fer 


10mg/l 


- Solution de Heller: 




ZnS04 


1 g/l 


MnS04,H20 


0,1 g/l 


CuS04,5H20 


0,03 g/l 


AICI2 


0,03 g/l 


NiCl2,6H20 


0,03 g/l 


Kl 


0,01 g/l 


Adde borique 


1 g/l 


- Solution de vitamines: 




Vit B1 


0,08 g/l 


Vit H 


0,08 g/l 


Realisation du milieu de culture: 




- milieu mineral 


1 ml 


- Solution de Heller 


M 


• Solution de vitamines 


M 


- Streptomycine (50 mg/ml) 


2 /j\ 


• Tetracycline (5 mg/ml) 


2//I 


-Penidlline (10 000 U/ml) 


10//I 


- Polysaccharide 


5 mg/ml 



Culture realisee a temperature ambiante (25°C) a la lumiere. 
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* pn-ll mi COUTR «3Hmc cin&iqu& 
JXJ^ 



ntherrndthyllquc Liaison 



3,4-Rlift 
2,4-W* 
3-Rha 
Kha 

2,3,4-t'uC 
2-Fuc 

2,3,4-Xyl 

2.3- Api 

2,3.5-Ar« 

3.4- Ani 
4-Ara 

2.3.4,6-Gal 
2,6-Gal, . 
3,6-Cal * 

3-Accr 

2,3,4-GalA 
2,3-GalA 

2- GalA 

3- GalA 
GatA 

1,2,3,5-GalA 

2,3>4-G)cA 
3,4GlcA 



1.4 

1.1 
1 

0.4 
1.2 

0.8 
0.6 

0.6 

'2.2 



-»2-Rhap-> 
_^3-Rhap-* 
-^2.4-Rhnp-^ 
->2 f 3,4-Rlia/>-> 

2-r>-CH3-Fuc-> 

-^3,4-fuc-* 

2.0-CH3-Xy»-> 

-»3-Api-* 
Araf-> 

-»2-Ara/;-+ . 
->2,3-Ara/>-» 

-»3.4-Galj>-» 
-»2 t 4-Gal/>-+ 

_>2-AccrA-> 

Gal/>A-> 
_>4-GalpA-> 
_>3,4-GalpA-> 
-»2,4-GatyA-* 
~»2,3.4-GalpA-> 
->4*Gal/?Ar6diril 

Glc/>A-> 
->2-GlcpA-> 



2.6 
2.0 
1.5 
1.1 
0.8 
1.0 

1.1 



1.2 
0.7 
1 

0.1 
1.2 

0.7 
0.7 

0.6 

2.2 



120 h 
1 

0,5 
1 

0.3 
1.2 

0.7 
0.7 

0.5 

2.3 



16 8 h 240 h h 



1.6 


1.4 


1.1 


0.3 


0.3 


0.3 


0.6 


0.7 


0.6 


0.5 


0.5 


0.5 


0.6 


0.6 


0.5 


1.0 


1.2 


1.1 


0.5 


0.5 


0.3 



3.0 
2.3 
1.5 
1.2 
0.9 
0.V 

0.2 
1.4 



3.0 
2.1 
1.5 
1.3 

0.8 
0.8 

1.3 



1 2 


12 


1.2 


0.4 


0.3 


0.4 


1 


1 


1 


1.1 


0.8 


0.3 


0.8 


0.7 


0.8 


0.6 


0.3 


0.2 


0.5 


0.3 


0.1 


2.2 


2.2 


1.8 



1.3 
0-3 
0.6 

0.4 
0.5 
1.1 

0.5 

2.6 
1.8 
1.5 
1.3 
0.7 
0.7 

1.1 



0.8 
0.5 
0.4 

0.3 
0.4 
1.0 

0.6 

1.9 
1.7 
1.3 
1.8 
0.3 
0.7 



0.6 



0.8 

0.2 

0.2 
0.3 
0.9 

0.6 

1.4 

1.5 

1.3 

1.6 

0.2 

0.8 

0.4 



Les ife** soul dom>& W «» dc 1 **** 
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REVENDICATIONS 

1. Enzyme caractferisee en ce qu'elle prfsente une actlvite de degradation du 
5 rhamnogalacturonane II (RG-II) et de ses derives. 

2. Enzyme selon la revendication 1 caractfrisee en ce qu'elle prfaente une 
activity de type endo-hydrolase. 

3. Enzyme selon l ; une des revendications 1 et 2 caracterisSe en ce quelle 
prtsente une activity endo-li-L-rhamnopyranosyl-(1^3')-D-apiofuranosyl hydrolase. 

io 4. Enzyme selon I'une des revendications 1 et 2 caractSrisee en ce qu'elle 

presente une activity endo-a-L-fucopyranosyl-(1->4)-L-rhamnopyranosyl hydrolase. 

5. Microor^anisme, en particulier champignon, presentant une activity de 
degradation du RG-II et de ses derives. 

6. Champignon selon la revendication 5, caract6ris6 en ce qu'll est du genre 

15 Peni allium. 

7. Souche de champignon selon I'une des revendications 5 et 6, caract£risee en 
ce qu'elle est deposee auprfcs de la CNCM sous le n°M 578 (LAV2). 

8. Souche de champignon selon I'une des revendications 5 et 6, caracteris$e en 
ce qu'elle est deposee aupres de la CNCM sous le n°l-1 577 (IPV1 ), 

20 9- Enzyme selon I'une des revendications 1 3 4 caractfcisee en ce qu'elle est 

susceptible d'etre produite par une souche selon Tune des revendications 5 3 8. 

10. Preparation enzymatique caracteris§e en ce qu'elle contient une enzyme 
selon I'une des revendications 1 3 4 et 9. 

11. Precede d'obtention d'une enzyme ou d'une preparation selon I'une des 
25 revendications 1 3 4 et 9 et 10 comprenant les etapes suivantes : 

- mise en culture de microorganismes selon I'une des revendications 5 a 8 dans 
un milieu de culture adapte, 3 la production des enzymes selon Tune des revendications 
13 4, 

- recuperation de I'enzyme ou de la preparation enzymatique dans le surnageant 
30 de culture ou dans le surnageant du broyat des microorganismes. 

1 2. Precede selon la revendication 1 1 caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes: 

- mise en culture de microorganismes selon I'une des revendications 5 3 8 dans 
un milieu de culture adapte aux microorganismes contenant du RG-II, ou Tun de ses 

35 derives, 

- recuperation des microorganismes, 

- broyage des microorganismes , 

- elimination du materiel insoluble, et 
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- recuperation du sumageant contenant I'enryme ou la preparation enzymatique. 

13. Precede d'obtentlon de RG-II a partir d'extraits d'origine vegetale 
comprenant les etapes sulvantes: 

- separation des macromolecules contenues dans lesdits extralts, et 
5 - chromatographic d'echange d'anions a un pH superieur a 4. 

14. Precede selon la revendication 13 caracterise en ce que la separation est 
effectuee par precipitation ou par ultrafiltration. 

15. Precede selon I'une des revendications 13 et 14 caracterise en ce que la 
chromatographic a echanges d'anions est suivie d'une chromatographic d'exdusion 

10 sterique. 

16. Precede d'obtention de RG-II a partir d'extraits d'origine vegetale 
comprenant au moins une chromatographic d'adsorption sur un support retenant le RG- 
II. 

17. Precede selon la revendication 16 caracterise en ce que la chromatographic 
is d'adsorption est effectuee sur un charbon actif ou une resine 

polystyrene/divinyibenzene. 

18. Preparation de RG-II susceptible d'etre obtenue par un precede selon I'une 
des revendications 1 3 a 1 7 caracterisee en ce qu'elle contient au minimum 95% des 
monomeres de RG-II. 

20 19. Preparation de RG-II susceptible d'etre obtenue par un precede selon I'une 

des revendications 13 a 17 caracterisee en ce qu'elle contient au moins 80%, et 
prtferentiellement plus de 95% de dimeres de RG-II. 

20. Precede de criblage de microorganismes, en particulier de champignons, 
pour leur capacite a degrader le RG-II, caracterise en ce que lesdits microorganismes 

25 sont mis en croissance dans un milieu adapte et contenant du RG-II, ledit RG-II etant 
susceptible d'etre obtenu par le precede selon I'une des revendications 1 3 a 1 7. 

21. Milieu de culture pour microorganismes caracterise en ce qu'il contient du 
RG-II obtenu par le precede selon I'une des revendications 1 3 a 1 7. 

22. Precede selon I'une des revendications 1 1 et 12 caracterise en ce que le RG- 
30 il est obtenu par le precede selon I'une des revendications 1 3 a 1 7. 

23. Utilisation d'une enzyme ou d'une preparation enzymatique selon I'une des 
revendications 1 a 4 , 9 et 10 ou obtenue par le precede selon I'une des revendications 
11 et 12 pour la degradation ou la modification du RG-II, ou de ses derives. 

24. Utilisation d'une enzyme ou d'une preparation enzymatique selon I'une des 
35 revendications 1 a 4 , 9 et 10 ou obtenue par le precede selon I'une des revendications 

11 et 12, pour ameiiorer la flltrabillte et faclliter la preparation de jus concentres, ou 
pour favoriser la clarification. 
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25. Utilisation d'une enzyme ou d'une preparation enzymatique selon I'une des 
revendications 1 a 4 , 9 et 10 ou obtenue par le precede selon I'une des revendicatlons 
11 et 12, pour le nettoyage des supports de filtration utilises pour la filtration des jus 
de fruits, de legumes et de leurs derives. 
5 26. Utilisation d'une enzyme ou d'une preparation enzymatique selon I'une des 

revendications 1 a 4, 9 et 10 ou obtenue par le precede selon I'une des revendications 
1 1 et 12 pour la maceration, la liquefaction ou I'hydrolyse totale ou partlelle de tissus 
vegetaux. 

27. Utilisation selon la revendlcation 26 dans les preparations de type macerase 
io pour la production de nectars de fruits, de purees, de gelees et de concentres de fruits, 

de legumes et de leurs derives, y compris le vin. 

28. Utilisation selon la revendication 26 dans les preparations liquefiantes pour la 
production de Jus et de bases aromatiques de fruits, de legumes et de leurs derives, y 
compris le vin, et la production de Were. 

15 29. Utilisation selon la revendication 26 pour la production de pectines a partir 

de residus de v&etaux tels que des pulpes de betterave et des residus solldes apres 
pressurage des fruits. 

30. Utilisation selon la revendication 26 pour la production d'aliments pour 

animaux a partir de matenel vegetal. 
20 31 . Utilisation selon la revendication 26 pour la production de cellulose a partir 

de vegetaux pour I'industrie textile, en partlculier a partir de coton, et pour la 

production de papier. 

32. Utilisation selon la revendication 26 pour la production a partir de residus 
de vegetaux, d 'oligosaccharides a activite elicitrice de reactions de defense des plantes et 
25 pouvant etre utilisees comme produits phytosanitaires. 
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L.«— — ■ — 
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PLANT PHYSIOL. , 

vol. 80, no. 4, 1986, 

pag^s 1012-1019, XPO0060O428 

STEVENSON ET AL.: "Structure of plant 

cell walls : XVIII. An analysis of the 

extracellular poysacchandes of 

suspension-cultured sycamore cells 

voir page 1016 - page 1017 

voir page 1014; tableau 1 

voir page 1012 



de* ttvendicatians visees 



1,2,23, 
26 
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CARBOHYDRATE RES. , 
vol. 218, 1991, 
pages 211-222, XP602O12467 
PUVANESARAJAH ET AL.: "Structural 
characterization of two oligosaccharide 
fragments formed by the selective cleavage 
of rhamnogalacturonan II : evidence for 
the anomeric configuration and attachment 
sites of apiose and 3-deoxy-2-heptulosanc 
acid" 

cite dans la demande 
voir le document en entier 

METHODS ENZYM0L0GY, 
vol. 118, 1985, 
pages 3-40, XP00O69O28O 
YORK ET AL.: "Isolation and 
characterization of plant cell walls and 
cell wall components" 
voir page 24 
voir page 19 - page 21 
voir page 3 - page 16 

W0.A.94 20612 (NOVO NORDISK) 15 Septembre 
1994 

voir page 2 - page 3 
voir page 8 
voir figures 8,10 

W0.A.92 19728 (NOVO NORDISK) 12 Novembre 
1992 

voir le document en entier 

EP,A,0 570 075 (QUEST INTERNATIONAL B.V.) 
18 Novembre 1993 

voir page 3, ligne 51 - ligne 56 
voir page 11, ligne 17 - ligne 30 
voir page 11, ligne 56 - ligne 58 
voir page 12, ligne 1 - ligne 36 
voir page 15 

voir revendications 28-30 



CARBOHYDRATE RESEARCH, 

vol. 206, 1990, 

pages 105-115, XP000257186 

SHOLS ETAL.: "Rhamnogalacturonase : 

novel enzyme that degrades the hairy 

regions of pectins" 

cit§ dans la demande 

voir le document en entier 

-/" 



des revendications visees 

1,11,12, 
22,23 



1,2,5-12 



1,5,9, 
10,24, 
26-29 



1,5,9, 
10,24, 
26-29 



1,5,9, 
10,24, 
26-29 



1,5 
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CARBOHYDRATE RESEARCH, 
vol. 206, 1990, 
pages 117-129, XP002002123 
SCHOLS ET AL.: "Structural features of 
hairv regions of pectins isolated from 
Sile 53c! produced by the liquefaction 
process" 

cite dans la demande 
voir page 217; figure 4 

BI0SC1. BIOTECH. BIOCHEM. , 

vol. 56, no. 7, 1992, 

Daces 1053-1057, XP002O02124 

SHINPEI MATSUHASHI ET AL.: "Simultaneous 

measurement of the galacturonate and 

neutral sugar contents of pectic , 

substances by an enzymic-HPLC method 

voir le document en entier 

J. CELL. SCI., 

vol. 2, no. suppl, 1985, 

pages 203-217, XP002002125 

DARV1LL ET AL.: "Structure and function 

of plant cell wall polysaccharides 

voir abrege 

voir page 208 - page 211 
voir page 212, alinea 1 

CARBOHYDRATE RESEARCH, 
vol. 243, 1993, 
pages 333-343, XP002OO2126 
DOCO ET AL.: "Isolation and 
characterization of a rhamnogalacturonan 
II from red wine" 
cit6 dans la demande 
voir le document en entier 
voir page 334 

EP,A,0 225 496 (LOMAPHARM) 16 Juin 1987 
voir page 8 

EP,A,0 422 618 (LOMAPHARM) 17 Avril 1991 
voir page 3, ligne 53 - page 4, ligne 4 

DE,A,42 21 753 (PLANTAMED ARZNEIMITTEL) 14 
Oui llet 1994 

voir page 3, ligne 55 - ligne 64 

CARBOHYDRATE RESEARCH, 
vol. 261, 1994, AMSTERDAM NL, 
pages 335-342, XPOO202O190 
HENK A. SCHOLS ET AL.: "The use of 
combined high-performance am on-exchange 
chromatography." 
voir page 338 - page 341 



1,5,10, 
12,26 



1,5,26, 
32 



13-17 



13-17 
13-17 
13-17 

18,19 
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(suite du point I de la premiere fcuille) 



r -xnde Internationale n' 

PCT/FR 96/00758 
pouvaient pas feire I'objet d'une recherche 



Conformant a laruck I7.2)a). certaine, indications n on. pas 



fait robjet d'une recherche pour les motifs suivants: 



□ 



If r^SSSS "objet a .'egard du,uel .adoration n est pas 



tenue de proceder a la recherche, a savoir: 



2. Lei revendications n" „j„ intrrnationale qui ne rei 

L — 1 « rapportent a des parties de to demande pa ?Uculier: 
qu une recherche significative puisse eire effectuee, en par 



dissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 



3 - □ ^.^^rcaaCd^endantesetnesontpasredigees 



sont t . 

troisieme phrases de la regie 6.4.*). 



Cadre 11 Observations - lorsqu'il y a absence 



conformant aux dispositions de la deuxieme et de la 
dW detention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administrauon 



chargee de la recherche international a trouve plusieurs inventions 



dans la demande internacionale. i savoir: 



1 Revendications : 1-1Z. 20, 21, 22(part1el1ement), 23-32 
I'. Revendications : 13-19, 22(part1ellen,ent) 



de recherche 



effectuees sans effort particulier 



jusiifianl une uxe 



les revendications if*: 



couvertes par les revendications n M : 



Remarque quant a la reserve 



• . A:™* r««ve de la part du deposant. 
Q Us taxes additionnelles etaient accompagnees d une reserve par , 

QQ Le paiement des taxes additionnelles netait assorU d aucune reserve. 
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